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3Quelques expériences en biologie végétale
pour faire vivre des démarches expérimentales au
secondaire II
« Il ne suffit pas de faire des expériences pour prétendre suivre la méthode expérimentale » Michel-
Eugène Chevreul (1786-1889)
1. Objectif
L’objectif de ce mémoire est d’élargir dans le domaine de la biologie végétale, les perspectives de la
démarche expérimentale au secondaire II. Afin de donner la possibilité aux élèves de vivre une vraie
démarche expérimentale, trois sujets sont proposés sous forme de modules qui s’étalent sur quelques
semaines. Ces modules sont rythmés à la vitesse du développement végétal. C’est ainsi que les
apprenants auront le temps de :
- Observer, apprivoiser le(s) organisme(s) et le(s) phénomène(s) en question.
- Émettre des hypothèses.
- Valider ou réfuter leurs hypothèses.
Dans ce type de démarche expérimentale, l’élève travaillera vers une véritable construction de ses
propres savoirs et de son autonomie.
2. Introduction
2.1 La méthode expérimentale
Le mot méthode vient du grec ancien methodos qui signifie la poursuite ou la recherche d'une voie à
réaliser quelque chose, souvent pour arriver à des verités. Le mot est formé à partir du préfixe met,
meth qui signifie après, qui suit  et de odos qui signifie chemin, voie, moyen.
Le mot expérience  est un emprunt au latin experientia  qui signifie épreuve, essai, tentative . Dérivé
de experiri  qui signifie faire l'essai de. Le verbe est formé de ex- et de peritus . Peritus se rattache à
la racine indoeuropéenne, per-  qui signifie aller de l'avant, pénêtrer dans.
Le chimiste Michel-Eugène Chevreul illustre avec les mots, dans une des lettres adressées à M.
Villemain, la méthode expérimentale :
« Un phénomène frappe vos sens ; vous l’observez avec l’intention d’en découvrir la cause, et pour
cela, vous en supposez une dont vous cherchez la vérification en instituant une expérience. Le
raisonnement suggéré par l'observation des phénomènes institue donc des expériences (...), et ce
raisonnement constitue la méthode que j’appelle expérimentale, parce qu’en définitive l’expérience est
le contrôle, le critérium de l’exactitude du raisonnement dans la recherche des causes ou de la
vérité » Michel-Eugène Chevreul .
Selon Cariou (2007) il y a quatre approches de l’expérimental en classe:
1. Faire des expériences devant les élèves, où il s’agit de leur montrer concrètement quelque
chose, souvent à l’aide d’un montage.
42. Faire faire des expériences aux élèves, où les élèves manipulent eux-mêmes en suivant
des instructions de la part de l’enseignant-e-.
3. Mener une investigation expérimentale, où l’expérience est incluse dans une investigation.
Dans ce cas, les élèves sont confrontés à une situation - problème et l’expérience proposée
est le moyen de résoudre le problème.
4. Faire vivre une démarche expérimentale, où l’enseignant-e- déclenche et accompagne la
démarche mais, les élèves gèrent leur propre processus cognitif.
Une démarche expérimentale met en œuvre et développe un certain nombre de compétences
intellectuelles, qui ne sont pas un simple savoir-faire. L’élève est placé dans un type défini de situation
complexe où il pourra agir efficacement, en utilisant un ensemble d’acquis. La curiosité, la créativité et
l’appel à l’imaginaire sont des attitudes scientifiques qui peuvent être développées dans ce type de
situation.
Dans les travaux pratiques proposés aux élèves de secondaire II, ce sont les approches 2 et 3 qui
sont les plus fréquents :
L’approche 2 est l’activité la plus courante qui s’adapte plus facilement à la tranche d’horaires du
gymnase. Certaines de ces activités sont très élaborées et du point de vue scientifique, sont
pertinentes, mais les élèves restent de simples exécutants qui suivent une recette. Le raisonnement
suivi dans cette catégorie d’approche de l’expérimental est celui de l’enseignant-e- et il ne concerne
pas les apprenants. Cela ne favorise pas l’appropriation de la démarche expérimentale.
Les approches 1, 2 et 3 sont intéressantes dans le sens qu’elles permettent aux élèves de visualiser
et comprendre des processus, mais une vraie démarche expérimentale fait défaut.
Selon de Vecchi (2006), il y aura une démarche expérimentale lors qu’au moins un problème, une
ou des hypothèses, et un test de mise à l’épreuve de ces hypothèses qui utilise des montages
spécifiques, débouche sur un savoir d’ordre général.
Une démarche expérimentale fait donc appel à un vécu vrai, qui s’appuie sur un désétayage, une
rupture, un défi à relever.
2.2 La méthode expérimentale est un « état d’esprit »
Ce n’est pas le matériel utilisé ou la présence d’étapes particulières qui font la démarche
expérimentale, mais la manière dont elle est menée. L’enseignant-e- joue un rôle essentiel dans cette
« manière » de mener l’expérience, vu que c’est lui qui présente et anime le projet vis-à-vis des
élèves. La manière de gérer la méthode expérimentale par l’enseignant-e- doit amener l’élève à
émettre des hypothèses et concevoir leur mise à l’épreuve. Il faut que l’enseignant-e- évite de
parachuter des problèmes et des hypothèses aux élèves, autrement la démarche expérimentale
deviendra une simple exécution de tâches manuelles et de prise des résultats.
Selon De Vecchi (2006), on peut considérer les démarches suivantes comme de véritables
démarches expérimentales :
- Des expériences pour voir (dans lesquelles le tâtonnement tient une grande place).
- Des démarches pour produire (conception d’un modèle analogique, d’un objet technique, mise
au point d’une technique).
- Des démarches pour tester des hypothèses, un modèle scientifique ou une théorie (approche
déductive de la recherche).
Des processus de classement, d’observation, d’analyse statistique et d’enquête (recherche et
traitement d’informations), d’invention d’un modèle scientifique et de construction d’un concept
(approche inductive) pourraient aussi être considérés comme des démarches scientifiques.
53. Les modules proposés
3.1 Définition des modules
Les modules proposés ci-dessous :
• Se basent sur un protocole défini, qu’il faut suivre pas par pas. Le protocole est la structure solide de
base pour que l’élève puisse parcourir un chemin scientifique.
• Mettent à l’épreuve un modèle scientifique, une idée, ou une hypothèse
• S’inscrivent dans une démarche raisonnée que l’élève mènera lui-même.
• Ces modules s’adressent idéalement à des élèves de deuxième année OS.
• Portent comme titre une question qui amène déjà l’élève à démarrer la démarche expérimentale.
Module 1 : Comment fonctionne l’hérédité de certains gènes chez les
végétaux?
Dans ce module, le modèle de l’hérédité mendelienne sera testé pour le mono et/ou di-hybridisme en
utilisant des plantes mutantes qui portent des traits récessifs. Les élèves peuvent partir de leurs
connaissances en génétique et imaginer un modèle explicatif vis-à-vis de l’hérédité chez les végétaux.
L’élève devra identifier les phénotypes à étudier et leur mode de transmission.
Module 2 : À la recherche des effets des phytohormones sur le développement
de plantes
Ce module favorise le développement de la démarche systémique propre à la physiologie, qui étudie
un phénomène qui dépend étroitement d’autres facteurs. Le rôle de l’enseignant-e- est de guider
l’élève vers le concept d’interaction d’éléments qui aboutit à des réponses physiologiques spécifiques.
Ce module permet d’introduire l’élève dans le sujet de la communication cellulaire chez les végétaux.
Plusieurs hypothèses peuvent être émises par les élèves autour du concept de phytohormone. Les
apprenants peuvent se poser les questions suivantes : Qu’est-ce que les phytohormones font chez les
végétaux? Quel est leur mode d’action ? Avec laquelle travaille-t-on? Comment est-ce qu’on
détermine le type de phytohormone ? Est-ce que ses effets sont variables ? de quoi dépendent-ils ?
Module 3 : Qu’est-ce que nous racontent ces mutants sur la défense des
végétaux?
Ce module renforce aussi la démarche systémique de l’élève car il permet l’étude de l’interaction entre
deux organismes : la plante et l’herbivore. Ceci est un sujet clé de la biologie et ce système fait rentrer
l’élève dans le domaine pratique de la co-évolution. Vu que c’est un sujet vaste, l’élève pourra
commencer par s’interroger sur les stratégies de la plante pour se défendre, les stratégies herbivores
pour se nourrir, le phénomène de la communication cellulaire et les phénotypes des plantes mutantes.
Dans toutes les circonstances, l’enseignant-e- doit se garder de donner aux élèves des informations
qui pourraient les empêcher de générer des hypothèses (e.g. révéler les types de mutations, la
dominance ou récessivité d’un phénotype, le nom de l’hormone étudiée). C’est au enseignant-e- de
garder le mystère jusqu’à la fin de la démarche, et de laisser les élèves développer leurs propres
hypothèses. L’enseignant-e- accompagne l’élève quand celui-ci le demande et lui suggère des
situations qui questionnent.
Avant de rentrer dans les détails pour chaque module, le tableau 1 résume quelques aspects
importants des modules proposés.
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Module 1 Module 2 Module 3
Connaissance
préalables des
élèves.
- La cellule végétale.
- La photosynthèse.
- Mitose.
- Méiose.
- Reproduction sexuée et
fécondation.
- Génétique
mendelienne (mono et
dihybridisme).
- La cellule végétale.
- La photosynthèse.
- Généralités sur la
communication
intercellulaire.
- Rôle des hormones.
- La cellule végétale.
- La photosynthèse.
- Généralités sur la
communication
intercellulaire.
Sujets
obligatoirement
abordés
pendant le
déroulement du
module.
- Cycle de vie d’une
plante à fleurs.
- Facteurs abiotiques qui
influencent la
croissance d’une
plante.
- Fécondation chez les
plantes à fleurs.
- Génétique
mendelienne.
- Cycle de vie d’une plante
à fleurs.
- Facteurs abiotiques qui
influencent la croissance
d’une plante.
- Les hormones végétales
et ses effets.
- Cycle de vie d’une plante
à fleurs.
- Facteurs abiotiques qui
influencent la croissance
d’une plante.
- Généralités sur la
communication
intercellulaire chez les
végétaux.
- La défense chez les
végétaux.
- Coévolution et relations
prédateur – proie.
Durée
maximale (en
semaines)
12 séances de 2 périodes,
qui s’étalent sur 18
semaines.
3 séances de 2 périodes et 4
séances de 20 minutes, qui
s’étalent sur 7 semaines.
5 séances de 2 périodes qui
s’étalent sur 9 semaines.
Dépenses
importantes
Autocuiseur : 630CHF
Phytotron (armoire à température, luminosité et humidité contrôlées): 9000CHF
Micropipettes : 260 CHF par pipette (3x)
3.2 Les modules et les objectifs du programme de l’école de
maturité
Les différents objectifs, savoirs, savoir-faire et attitudes qui sont décrits dans le programme de l’école
de maturité du Canton de Vaud 2009-2010, seront cités ci-dessous dans les paragraphes suivants.
Les objectifs qui peuvent être atteints directement avec chacun de trois modules proposés, sont écrits
en italique. Par contre les objectifs qui restent en dehors des modules sont soulignés.
Objectifs généraux pour la Biologie OS
• Développer la curiosité et l’intérêt scientifiques.
• Acquérir les connaissances élémentaires d’une culture générale en sciences.
• Etudier l’évolution historique de l’explication de quelques processus naturels et prendre conscience
des limites des théories scientifiques.
• Apprendre à structurer sa pensée et à conduire des raisonnements rigoureux et logiques.
• Contribuer à une éducation aux relations avec l’environnement.
• Aider l’élève dans la recherche d’un sens à sa vie. Introduire des références scientifiques dans
l’appréhension des événements du quotidien.
• Apprendre à travailler en équipe.
Savoir-faire
• Découvrir, observer et décrire des situations et des processus.
• Apprendre à utiliser divers appareils d’observation optique (microscope, loupe) et de mesure.
• A partir de l’observation d’un phénomène:
– Apprendre à énoncer des hypothèses.
– Vérifier ou infirmer ces hypothèses à l’aide de nouvelles observations.
– Utiliser pour cela la méthode expérimentale.
7• Conduire une expérience, décrire verbalement, représenter graphiquement les résultats obtenus.
• Avoir une attitude critique par rapport à la méthode de travail et aux interprétations.
• Savoir rechercher des informations, poser des questions, utiliser
une bibliothèque, exploiter l’outil informatique.
Savoirs
• Connaître les manifestations du vivant, telles que métabolisme, reproduction, croissance,
développement.
• Acquérir des connaissances permettant de mieux cerner les enjeux des biotechnologie (anciennes et
nouvelles).
• Connaître les grandes interactions en écologie générale et appliquée.
• Acquérir des connaissances en matière d’hérédité et d’évolution.
• Planifier des expériences en adoptant une attitude responsable, élaborer des protocoles de travail,
les exécuter, les évaluer dans le cadre d’un travail de groupe:
– Apprendre à utiliser divers appareils de mesure et à conduire une expérience.
– Manier des appareils d’observation optique (microscope), électroniques et autres.
– Avoir une attitude critique par rapport à la méthode de travail et aux interprétations.
– Tester et évaluer les résultats obtenus, estimer la vraisemblance des résultats.
Attitudes
• Intégrer les données de la biologie dans une pensée comparative et globale, susceptible d’avoir un
poids dans des décisions d’ordre personnel, politique et économique.
• Découvrir, observer et décrire des situations et des processus.
• Respecter la vie, dans la conscience que l’Homme fait partie de la nature.
Savoir-faire propres à l’option spécifique
• Planifier des expériences en adoptant une attitude responsable, élaborer des protocoles de travail,
les exécuter, les évaluer dans le cadre d’un travail de groupe.
• Etre capable d’imaginer un modèle, d’abord qualitatif – et dans certains cas quantitatif – pour
expliquer le phénomène.
• Savoir utiliser ce modèle pour prévoir les situations voisines.
• Savoir appliquer les mathématiques au traitement quantitatif de données.
• Etre capable de juger de la qualité et de l’objectivité d’une source d’information.
• Se familiariser avec la multiplicité des organismes vivants.
• Collecter et classer: élaborer des critères de classification et de différentiation, détermination
d’espèces.
• Acquérir des connaisances plus approfondies en biologie cellulaire, physiologie, génétique,
évolution, éthologie et écologie.
4. L’aspect pratique des modules
Les trois modules utilisent comme organisme végétal l’espèce Arabidopsis thaliana.
4.1 Arabidopsis, la Drosophile du règne végétal
Arabidopsis thaliana est une petite plante à fleur qui appartient aux Brassicacées, une grande famille
de plus de 3000 espèces de plantes herbacées (dont font également partie les choux, les moutardes
et les navets). L’intérêt majeur de cette espèce repose sur sa simplicité. Son génome a été
entièrement séquencé et se réduit à environ 160 millions de paires de bases avec une estimation de
25'000 gènes protéiques. Des nombreux mutants ont été caractérisés et isolés. Son cycle de
développement complet, soit de la germination à la récolte des graines de la génération suivante, est
court lorsqu’il est réalisé en laboratoire (6 semaines). La plante est autogame et peut produire une
8grande quantité de graines de l’ordre de dizaines de milliers (entre 30'000 et 40'000 graines par
plante). À cause de ses nombreux avantages, elle est largement utilisée par les chercheurs.
Figure 1 - Arabidopsis thaliana, espèce végétale modèle pour la recherche.
À gauche, stade végétatif avant la floraison (bas gauche). Au centre, plante adulte en floraison et production de
graines. A droite, tige florale et graines. Les barres blanches représentent 1cm sauf pour les fleurs et graines (1
mm).
Il existe la plateforme « Ressource d’information d’Arabidopsis » (Arabidopsis Information Resource
« TAIR », http://www.Arabidopsis.org) qui maintienne une base actualisée de données sur les
résultats de recherche et donne des renseignements sur la communauté scientifique et ses liens.
4.2 Les variétés d’Arabidopsis et lignées mutantes
Dans la plateforme TAIR, on peut facilement avoir accès à la banque de graines ABRC, qui contienne
des variétés et mutants d’Arabidopsis entièrement caractérisés, avec la possibilité d’en commander
(ABRC stocks/ seed/ germplasm stocks).
La compagnie « Lehle seeds » offre la possibilité d’acheter des graines sous forme de « kit » (voir
tableau 1), qui proviennent aussi de la banque de graines ABRC (www.arabidopsis.com; seeds ;
Arabidopsis seeds ; Mutations for teaching genetics).
9Tableau 2 - Graines de variétés différentes d’Arabidopsis utiles pour l’enseignement
(proposées par la compagnie Lehle seeds).
Les variétés Columbia et Landsberg (GP) seront utilisées dans les trois modules.
Les lignées mutantes (GM) seront utilisées dans le module 1 (sur l’hérédité).
Pour le module 3 (défenses chez les végétaux), deux autres mutants –coi1-16 et sid2-1– de la banque ABRC
seront utilisés (voir description à la fin de cette section).
Il est conseillé d’acheter les graines GP et GM chez Lehle Seeds et les graines de mutants coi1 et sid2
directement sur la banque ABRC de la plateforme TAIR.
- Columbia et Landsberg :  sont deux écotypes différents d’Arabidopsis. Ces écotypes
présentent chacun des caractéristiques propres à un type de milieu particulier. Ces
caractéristiques sont héréditaires. Les variations morphologiques entre Columbia et
Landsberg ne sont pas frappantes  au niveau de l’apparence externe, mais ils ont des
différences remarquables dans leurs réponses physiologiques face à certains facteurs, par
exemple, abiotiques .
Pour les lignées mutantes suivantes, le gène muté est écrit en italique (e.g. : cer5-1) et le gène type
sauvage correspondant est désigné par un « + », au lieu du nom complet (e.g. : cer5-1+). Un résumé
des lignées mutantes et présenté dans le tableau 2 (plus bas).
a) Eceriferum cer5-1/cer5-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Polymorphism: 4769645
Lignée mutante portant une modification dans les deux copies du gène qui agit sur la synthèse d’une
cire cuticulaire. L’allèle cer5-1 est récessif. Les plantes ont un vert brillant clair dû à l’absence de cire,
sont semi-stériles et ont une taille réduite.
b) Erecta er-1/er-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Polymorphism: 4770057
Cat. No. Description
locus, chromosome,
Cm location
(Genome)
$ Prix
( 250
grain
es)
Graines d’Arabidopsis type sauvage pour l’enseignement
GP-02 Columbia +/+,I-V (Col-0) 5.00
GP-01 Landsberg +/+,I-V (La-1) 5.00
Graines de lignées d’Arabidopsis mutées dans un gène
GM-05 eceriferum, cer5-1/cer5-1 cer5-1, I, 70 (Er-0/Col-0) 6.00
GM-17 erecta, er-1/er-1 er-1, II, 48 (La-1) 5.00
GM-18 glabra, gl1-1/gl1-1 gl1-1, III, 46 (Col-0) 5.00
GM-11 lepida, le-1/le-1 le-1, I, 66 (Er-0/Lior/Est) 5.00
GM-20 phosphoglucomutase, pgm-1/pgm-1 pgm-1, V, 63 (Col-0) 5.00
Graines de lignées d’Arabidopsis mutées dans plusieurs gènes
GM-12 albina (lethal), +/+, +/alb1-1; 6:4 seg.; erecta, er-1/er-1 alb1-1, I, 12; er-1, II, 48 (La-1) 5.00
GM-01 chlorina, ch5-1/ch5-1; erecta, er-1/er-1 ch5-1, V, 43; er-1, II, 48 (La-1) 5.00
GM-02 dwarf, dw1-1/dw1-1; erecta, er-1/er-1 dw1-1, I, 23, er-1; II, 48 (La-1) 5.00
GM-03 glabra, gl3-1/gl3-1; erecta, er-1/er-1r gl3-1, V, 53; er-1, II, 48 (La-1) 5.00
GM-08 lepida, le-1/le-1; chlorina, ch1-1/ch1-1; erecta, er-1/er-1
le-1, I, 66; ch1-1, I, 58; er-1, II,
48 (La-1) 5.00
GM-09 miniature, min-1/min-1; erecta, er-1/er-1 min-1, V, 90; er-1, II, 48 (La-1) 5.00
GM-10 yellow inflorescence, yi-1/yi-1; erecta, er-1/er-1 yi-1, V, 85; er-1, II, 48 (La-1) 5.00
Set pour l’enseignement type sauvage et mutants d’Arabidopsis
GB-01 Teaching Set #1; GP-01, GM-01, GM-02, GM-03,GM-09, GM-10, GM-11 and GM-17 40.00
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Lignée mutante portant une modification dans les deux copies d’un gène qui code pour une protéine
qui est un récepteur protéique. Ce récepteur est concernée dans le développement du méristème
apical dans l’organogenèse. L’allèle er-1 est récessif. Les plantes ont des feuilles rondes, de courts
pédoncules et pédicelles (voir Fig.2), des fleurs très groupées au bout de l’inflorescence, des siliques
courtes et larges qui terminent en rond et des tiges courtes (qui ne dépassent pas les 25 cm).
c) Glabra gl1-1/gl1-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Polymorphism: 1005152258
Lignée mutante portant une modification dans les deux copies du gène qui code pour une protéine qui
induit le développement de trichomes (fines excroissances sur la surface de certains organes de la
plante). L’allèle gl1-1 est récessif. Les plantes n’ont de trichomes ni sur les feuilles ni sur les tiges.
d) Lepida : le-1/le-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Polymorphism: 1005152258
Lignée mutante portant une modification dans les deux copies du gène qui code pour une protéine
impliquée dans la biosynthèse d’un brassinostéroïde. L’allèle le-1 est récessif. Les plantes ont une
petite taille, de petites feuilles rondes vert foncé et de petits siliques.
e) Phosphoglucomutase : pgm-1/pgm-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Polymorphism: 4770314
Lignée mutante portant une modification dans les deux copies du gène qui code pour l’enzyme
phosphoglucomutase qui est concernée dans le contrôle du flux du carbone dans la photosynthèse.
Cette enzyme est essentielle pour la formation d’amyloplastes. L’allèle pgm-1 est récessif. Les plantes
n’ont pas d’amyloplastes.
f) Albina – Erecta : alb-1/+ (hétérozygote) – er-1/ er-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Polymorphism pour alb-1: 4769538.
Lignée mutante portant une modification dans une copie du gène qui code pour une protéine qui est
concernée dans le développement des chloroplastes et de la chlorophylle. L’allèle alb1-1 est récessif
par rapport à l’allèle sauvage +. Les plantes homozygotes pour alb1-1 (issues d’un croissement de
plantes hétérozygotes alb-1/+) sont de couleur blanche et meurent après peu de temps.
Cette lignée porte aussi la mutation Erecta (décrite en b).
Fig.2 Arabidopsis thaliana type sauvage
Siliques
Pédoncule
Pédicelle
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g) Chlorina – Erecta : ch5-1/ch5-1 (homozygote) – er-1/ er-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Polymorphism pour ch5-1: 4769675
Lignée mutante portant une modification dans les deux copies du gène qui est concernée dans la
synthèse de chlorophylle. L’allèle ch5-1 est récessif. Les plantes sont déficientes en chlorophylle et
les pousses sont vert – jaune.
Cette lignée porte aussi la mutation Erecta (décrite en b).
h) Dwarf – Erecta : dw1-1/dw1-1 (homozygote) – er-1/ er-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Polymorphism pour dw1-1: 4769764
Lignée mutante de petite taille. La dominance de ce phénotype est incomplète.
Cette lignée porte aussi la mutation Erecta (décrite en b).
i) Glabra – Erecta:  gl3-1/gl3-1 (homozygote) – er-1/er-1r (homozygote)
Cette lignée porte les mutations Glabra et Erecta (décrites en b et c).
j) Lepida – Chlorina – Erecta: le-1/le-1 (homozygote) – ch5-1/ch5-1 (homozygote) –  er-1/ er-1
(homozygote)
Cette lignée porte les mutations Lepida, Glabra et Erecta (décrites en d, b et c).
k) Miniature – Erecta: min-1/min-1 (homozygote) –er-1/ er-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Polymorphism pour min-1: 4770250
Lignée mutante de petite taille (trait récessif).
Cette lignée porte aussi la mutation Erecta (décrite en b).
l) Yellow inflorescence – Erecta : yi-1/yi-1 (homozygote) – er-1/ er-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Polymorphism pour yi-1: 4770545
Lignée mutante aux inflorescences jaune-gris. L’allèle yi-1 est récessif.
Cette lignée porte aussi la mutation Erecta (décrite en b).
Les deux mutants suivants seront employés dans le module 3, sur la défense végétale :
a) Coronatine insensitive : coi1-16/coi1-16 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Germplasm pour coi-1: 4011592446
Lignée mutante portant une modification dans les deux copies du gène qui code pour un récepteur
concerné dans les réponses contre certains agresseurs. L’allèle coi-1 est récessif. Les plantes sont
vulnérables contre les herbivores.
b) Salycilic acid deficient : sid2-1/sid2-1 (homozygote)
numéro d’accès TAIR Germplasm pour sid2-1: 5019336285
Lignée mutante portant une modification dans les deux copies d’un gène qui est concerné dans la
réponse contre les pathogènes (champignons et bactéries). L’allèle sid2-1 est récessif. Les plantes
sont vulnérables contre les champignons et bactéries.
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Tableau 3. Résumé des lignées mutantes d’Arabidopsis utiles pour les
modules expérimentaux proposés.
Nom  du mutant Phénotype Code TAIR
Eceriferum Les plantes ont un vert brillant clair dû à l’absence de cire, sont semi-
stériles et ont une taille réduite.
4769645
Erecta Les plantes ont des feuilles rondes, de courts pédoncules et pédicelles
(voir Fig.2), des fleurs très groupées au bout de l’inflorescence, des
siliques courtes et larges qui terminent en rond et des tiges courtes (qui
ne dépassent pas les 25 cm).
4770057
Glabra Les plantes n’ont de trichomes ni sur les feuilles ni sur les tiges. 1005152258
Lepida Les plantes ont une petite taille, de petites feuilles rondes vert foncé et de
petits siliques.
1005152258
Phosphoglucomutase Les plantes n’ont pas d’amyloplastes. 4770314
Albina – Erecta Les plantes homozygotes pour alb1-1 sont de couleur blanche et meurent
après peu de temps.
Cette lignée porte aussi la mutation Erecta décrite plus haut.
albina :
4769538
Chlorina – Erecta . Les plantes sont déficientes en chlorophylle et les pousses sont vert –
jaune.
Cette lignée porte aussi la mutation Erecta décrite plus haut.
4769675
Dwarf – Erecta Lignée mutante de petite taille. La dominance de ce phénotype est
incomplète.
Cette lignée porte aussi la mutation Erecta décrite plus haut.
dwarf :
4769764
Glabra – Erecta Cette lignée porte les mutations Glabra et Erecta décrites plus haut. vo i r  p lus
haut.
Lepida – Chlorina –
Erecta
Cette lignée porte les mutations Lepida, Glabra et Erecta décrites plus
haut.
vo i r  p lus
haut.
Miniature – Erecta Lignée mutante de petite taille (trait récessif).
Cette lignée porte aussi la mutation Erecta décrite plus haut.
miniature:
4770250
Yellow inflorescence –
Erecta
Lignée mutante aux inflorescences jaune-gris (trait récessif).
Cette lignée porte aussi la mutation Erecta décrite plus haut.
Yell. infl. :
4770545
Coronatine insensitive Les plantes sont vulnérables contre les herbivores. 4011592446
Salycilic acid deficient Les plantes sont vulnérables contre les champignons et bactéries. 5019336285
5. Comment fonctionne l’hérédité de certains gènes chez
les végétaux?
Ce module expérimental s’étale sur un minimum de 12 séances de TP sur 18 semaines (en fonction
du cycle de vie des plantes : 3 générations), qui pourront être placés selon la disponibilité horaire et le
rythme de croissance de plantes. Pendant le déroulement du module, il y aura des semaines où les
plantes ne seront pas prêtes pour les expériences. À ces occasions, les élèves pourront faire des
autres travaux pratiques ou approfondir sur le sujet (conditions pour la germination, les mutants
employés, les lois de Mendel, la fécondation, etc.).
Les élèves devront avoir un cahier exprès, où ils noteront toutes leurs observations, hypothèses et
manipulations, comme un journal de bord. Comme le but de ce module est d’éveiller chez l’élève une
réflexion scientifique, l’enseignant-e- doit accompagner les élèves dans leurs réflexions, et s’abstenir
de diriger leur pensée. Les hypothèses doivent être émises par les élèves.
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5.1 Déroulement du module
Matériel nécessaire additionnel à la section 9.1, 9.2, 9.3 et 9.4:
- semis d’Arabidopsis (voir section 4.2, tableau 2: au moins une variété sauvage -GP- et une lignée
mutante -GM-).
- loupe binoculaire
- deux pinces fines (pour manipuler les fleurs)
- petit pinceau (pour transporter le pollen)
Premièrement, l’enseignant-e- doit choisir les mutants avec lesquels il/elle et sa classe aimeraient
travailler. Une fois les graines commandées et reçues, l’enseignant-e- procédera à la préparation de
boîtes de Pétri contenant le milieu de germination (section 9.1).
Première séance de TP : les élèves pourront stériliser les graines (section 9.2) et les semer dans le
milieu de germination (section 9.3).  La stérilisation et transfert doivent se faire pendant la même
séance.
Deuxième séance de TP : Après 2 semaines que les graines ont été semées, les élèves devront
préparer les pots et transférer les plantules en terre (section 9.4). L’enseignant-e- devra préparer
préalablement le mélange terre-vermiculite et le stériliser.
Troisième séance de TP: Normalement 3 à 4 semaines après la mise en pots, les élèves feront les
croisements entre les différents mutants (voir plus bas, section 5.2), une fois que la période de
floraison a commencé. Avant cette séance, l’enseignant-e- doit développer un système de marquage
commun à tous les élèves (e.g. rubans de différents couleurs attachés au pédicelle), afin de se
rappeler des individus utilisés pour les croisements.
Quatrième séance de TP: Normalement 4 à 5 semaines après la mise en pots, les élèves récolteront
les graines des siliques marquées (avant que ceux-ci commencent à s’ouvrir) et les stockeront dans
des microtubes Eppendorf. L’enseignant-e- doit développer un système de marquage de tubes
commun à tous les élèves, de manière à comprendre la provenance de graines. Les microtubes
seront conservés mi-ouverts dans un endroit chaud et sec quelques jours pour accélérer la
dessiccation des graines et éviter le développement de moisissures. Ensuite le microtube est fermé et
gardé à 4°C dans un endroit frais et en absence de lumière.
Cinquième séance de TP: les élèves pourront stériliser les graines de la F1 récoltées dans la séance
précédente et les semer dans le milieu de germination (comme dans la première séance de TP).
Sixième séance de TP: Après 2 semaines que les graines de la F1 ont été semées, les élèves devront
préparer les pots et transférer les plantules en terre (comme dans la deuxième séance de TP).
Septième séance de TP: Cette fois-ci, les fleurs d’Arabidopsis s’autoféconderont, sans intervention
humaine. L’enseignant-e- devra prévoir aussi un moment pour que les élèves regardent et analysent
le phénotype des plantes de la F1. À ce stade, les élèves devront compiler les résultats de la classe et
élaborer un rapport intermédiaire avec les échiquiers des croisements de la F1.
Huitième séance de TP : Normalement 4 à 5 semaines après la mise en pots les élèves récolteront
les graines contenues dans les siliques (F2) et les stockeront dans des microtubes Eppendorf.
Stocker les graines comme dans la quatrième séance.
Neuvième séance de TP: les élèves pourront stériliser les graines récoltées de la F2 dans la séance
précédente et les semer dans le milieu de germination (comme dans la première séance de TP).
Dixième séance de TP: Après 2 semaines que les graines F2 ont été semées, les élèves devront
préparer les pots et transférer les plantules en terre (comme dans la deuxième séance de TP).
Onzième séance de TP: Les élèves regarderont et analyseront le phénotype des plantes de la F2.
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Douzième séance de TP : Les élèves compileront les résultats de la classe et élaboreront un rapport
final selon les exigences de l’enseignant-e-, qui favorisera l’analyse et le développement de leurs
hypothèses initiales.
5.2 Les croisements
Dès que les plantes commencent à développer leurs premières inflorescences (après 3 à 4 semaines
en pot), elles peuvent être croisées. L'individu type sauvage est utilisé comme plante femelle et
l'individu mutant comme plante mâle (source du pollen).
Sur la plante femelle, au niveau d'une jeune inflorescence, les boutons floraux les plus avancés dans
leur développement sont choisis pour les croisements alors qu'on élimine les boutons floraux peu
développés, les fleurs ouvertes fécondées ainsi que les siliques. Les boutons à peine ouverts sont
aussi éliminés pour éviter les risques d'autopollinisation accidentelle.
Les boutons floraux fermés choisis ( 2 boutons par inflorescence) sont émasculés sous une loupe
binoculaire comme suit (voir Fig.3): Avec l’aide de deux pinces fines les sépales et les pétales sont
écartés pour faciliter l'élimination des 6 étamines encore immatures. Sur la plante mâle, le pollen est
récolté, à l’aide d’un pinceau, au niveau de fleurs matures bien ouvertes. Le choix du moment de la
récolte est important car le pollen doit être poudreux et non humide. Ce pollen est alors saupoudré en
excès sur les stigmates des fleurs femelles émasculées.
L'évaluation de la réussite d'un croisement peut se faire 3 à 4 jours après le croisement. L'observation
d'une petite silique, résultant de la fécondation de l'ovaire (des ovules), indique la réussite du
croisement alors que l'observation d'un stigmate jaune et desséché signifie qu'il a échoué. La silique
provenant d'un croisement peut être récoltée dès que son extrémité supérieure commence à jaunir,
indiquant le début de la maturation des graines qu'elle contient. Une fois récoltée, la silique est placée
dans un microtube et conservée dans un endroit chaud et sec quelques jours pour accélérer la
dessiccation des graines et éviter le développement de moisissures. Ensuite le microtube est fermé et
gardé à 4°C dans un endroit frais et en absence de lumière.
Figure 3. La fleur dʼArabidopsis thaliana
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6. À la recherche des effets des phytohormones sur le
développement des plantes
Ce module expérimental s’étale sur un minimum de 7 semaines (dont, 3 séances de TP de 90
minutes, et 4 séances consécutives de 20 minutes). Entre les séances, les élèves auront le temps
d’approfondir sur la germination et le cycle de vie d’Arabidopsis, les diverses hormones végétales,
leur influence dans la physiologie de la plante, et la communication cellulaire chez les végétaux. Les
élèves devront avoir un cahier exprès, où ils noteront toutes leurs observations, hypothèses et
manipulations. Les mécanismes qui sont responsables de la communication cellulaire chez les
végétaux sont très complexes, et c’est à l’enseignant-e- de déterminer le degré de profondeur de la
recherche bibliographique que feront les élèves.
L’enseignant-e- ne donnera pas de précisions sur la composition des milieux AIA. Les élèves pourront
émettre leurs hypothèses, une fois qu’ils auront observé les effets des phytohormones par rapport au
processus de germination et développement des plantes.
Matériel nécessaire additionnel à la section 9.3, 9.4 et 9.6:
- autocuisseur 20l (hauteur : 33 cm, diamètre : 28cm ; par exemple : Lacor Lacornew
20L Inox).
- pointes de micropipette stériles
- micropipettes 200 –1000 µl, 2 -20 µl, 20 – 200 µl
- 5 bouteilles de 250ml stérilisables (réf. 215-1555  chez VWR)
- agar (A1296 chez Sigma-Aldrich)
- acide indole-acétique (AIA) flacon de 5g (I3750 chez Sigma-Aldrich)
- boîtes de Pétri stériles
- film pour sceller les boîtes PARAFILM® (réf. P6543 Sigma)
- semis d’Arabidopsis d’une variété type sauvage (voir section 4.1, tableau 2, -GP-)
6.1 Préparation des milieux «AIA »
Différentes concentrations d’acide indole-acétique –AIA- (auxine) ont des effets divers sur la
croissance de la racine. Ses effets varient d’une espèce végétale à l’autre, mais généralement, des
concentrations basses (e.g. 10-4ppm), stimulent la croissance de la racine tandis que des
concentrations élevées (e.g. 1ppm) ont un effet inhibitoire.
Les graines d’Arabidopsis devront se développer dans un milieu contenant exclusivement l’hormone
AIA qui doit être préparé comme suit :
Préalablement préparer deux solutions stock de AIA :
• Solution A (1 mg/ml) dissoudre 10 mg d’AIA avec quelques gouttes d’éthanol et ensuite
compléter le volume à 10 ml avec de l’eau stérile.
• Solution B (1µg/ml) en diluant 10 µl de la solution A dans 10 ml d’eau stérile.
1) Ajouter 1.9 g d’agar à chaque bouteille stérilisable de 250 ml (l’autocuiseur a une capacité pour 2
bouteilles).
2) Ajouter de l’eau pour obtenir un volume final de 250 ml pour chaque bouteille et visser le couvercle
à moitié (important ! autrement la bouteille explosera à l’intérieur de l’autocuiseur).
3) Placer les bouteilles dans l’autocuiseur et cuire à 120°C pendant 20 minutes.
4) Une fois que la pression dans l’autocuiseur est descendue, sortir les bouteilles bien chaudes et
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fermer le couvercle.
5) En bougeant délicatement la bouteille, mélanger la solution.
6) Laisser refroidir jusqu’autour de 50°C et ajouter le volume adéquat d’AIA (voir tableau ci-dessous)
en mélangeant très bien la solution afin d’obtenir une répartition homogène de l’hormone sur le milieu.
Attention : ne pas secouer trop la bouteille pour éviter l’apparition de bulles.
Tableau 4 - Volumes à partir des solutions stocks pour la préparation des milieux
d’AIA.
Bouteille Volume Concentration finale d’AIA
1 250 µl de la solution A 1 mg/l
2 25 µl de la solution A 0,1 mg/l
3 2,5 µl de la solution A 0,01 mg/l
4 250 µl de la solution B 0,001 mg/l
5 25 µl de la solution B 0,0001 mg/l
7) Marquer préalablement les boîtes de Pétri destinées à chaque concentration d’AIA. Évitez de les
ouvrir.
8) Verser les solutions dans les boîtes de Pétri (environ 15 ml du milieu par boîte, donc, autour de 16
boîtes par chaque bouteille). Voir les indications supplémentaires dans la section 9.1.
9) Stockez les boîtes contenant le milieu de culture au réfrigérateur à 4°C. Le milieu se garde
quelques mois.
6.2 Déroulement du module
Afin de pouvoir garantir une germination sans difficultés génétiques, il faut utiliser une variété
d’Arabidopsis type sauvage (e.g. Columbia ou Landsberg).
Séance 1 : Les élèves procéderont à la stérilisation des graines d’Arabidopsis  type sauvage, comme
expliqué dans la section 9.2. En suivant les consignes de la section 9.3, les graines seront disposées
dans les différents milieux d’AIA (préparés par l’enseignant-e- préalablement) à une équidistance de
1cm.
Pour la séance suivante, l’enseignant-e- devra préparer le mélange vermiculite-terre, le stériliser et
préparer les pots nécessaires.
Séance 2 : Après 2 semaines, les élèves observeront et décriront la forme de racines selon le milieu
AIA dans leur journal de bord. Avec l’aide d’une pince à Bruxelles, l’élève retirera la plantule
délicatement du milieu et mesurera la longueur des racines (mesure en mm) en faisant attention de ne
pas l’abîmer. Il enregistrera les données dans son cahier. Pour éviter que la plantule se dessèche
pendant la manipulation, il faut la plonger de temps à autre dans un récipient avec de l’eau. Une fois
que la racine de la plantule a été caractérisée et mesurée, l’élève procédera à son transfert en terre
(comme expliqué dans la section 9.4).
Séance 3 : Avant cette séance, les élèves auront déjà analysé leurs données de germination et
chercheront à comprendre le phénomène d’inhibition ou induction de la croissance des racines. Ils
pourront ainsi émettre leurs hypothèses. Une fois ils auront fait une recherche bibliographique, ils les
accepteront, réfuteront ou modifieront.
Séance 4, 5, 6 et 7 : Ces séances sont de courte durée (environ 20 min). Les élèves devront décider
quels paramètres utiliser pour mesurer le stade de développement des plantes (e.g. : taille, grandeur
des feuilles, temps nécessaire pour arriver à la période de floraison). Chaque semaine, les élèves
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devront décrire l’état des plantes, jusqu'à la production de graines. Ils devront établir s’il y a une
différence par rapport au développement entre les plantes germées dans les différents milieux AIA. Ils
pourront émettre des hypothèses et ensuite les expliquer.
C’est à l’enseignant-e- de déterminer sous quelle forme il/elle aimerait avoir un retour sur le travail fait
par les élèves. L’utilisation de graphiques et quelques outils de statistique (e.g. moyenne et écartype
en Excel) pour la description des données sont fortement conseillés.
L’enseignant-e- peut aussi faire une variation de cette méthodologie en utilisant des autres
phytohormones comme l’acide gibbérellique et / ou l’acide abscissique.
7. Qu’est-ce que nous racontent ces mutants sur la défense
des végétaux?
L’étude des mécanismes de défense chimique chez les végétaux font l’objet aujourd’hui de
nombreuses recherches scientifiques. Particulièrement, les mécanismes de défense chimiques
qu’utilise Arabidopsis sont largement étudiés.
Nous pouvons aborder ce sujet complexe et large en utilisant deux mutants d’Arabidopsis, qui se
prêtent comme bon exemple pour l’étude des interactions plante – herbivore. C’est l’occasion pour les
élèves de se familiariser avec la communication cellulaire et ses médiateurs biochimiques
(mécanisme d’amplification – transduction) chez les végétaux, le cycle de vie des insectes
Lépidoptères, les stratégies de ces herbivores pour faire face aux défenses chimiques de plantes et le
processus de coévolution.
Ce module expérimental s’étale sur un minimum de 5 séances de TP en 9 semaines (en fonction du
cycle de vie des plantes). Les élèves devront avoir un cahier exprès, où ils noteront toutes leurs
observations, hypothèses et manipulations. Les mécanismes qui sont responsables de la
communication cellulaire et diverses voies métaboliques chez les végétaux sont très complexes, et
c’est à l’enseignant-e- de déterminer le degré de profondeur de la recherche bibliographique qui feront
les élèves.
Le modèle utilisé dans ce module a été proposé pour les gymnasiens par le laboratoire du Dr. Philippe
Reymond au Département de biologie moléculaire végétale de l’Université de Lausanne.
7.1 Les plantes mutantes et l’herbivore
Les mutants coi1-16 et sid2-1, utilisés dans ce module, ont des perturbations au niveau des
médiateurs biochimiques nécessaires pour certains types de défense chimique.
• Le mutant coronatine insensitive  coi1-16/coi1-16  est incapable de synthétiser un récepteur
protéique impliqué dans l’amplification et transduction de la voie du jasmonate (JA). Les JA
sont un groupe d’hormones présentes chez les végétaux qui sont responsables du
développement de la plante, du mûrissement de leurs fruits et jouent aussi un rôle très
important dans sa défense chimique. Cette voie s’active quand la plante est attaquée par des
herbivores.
• Le mutant salycilic acid deficient sid2-1/sid2-1 n’arrive pas à synthétiser l’acide salicylique.
L’acide salicylique est nécessaire pour induire la réponse cellulaire contre les agents
pathogènes tels que les bactéries ou champignons.
Les élèves devront tester la réponse des plantes mutantes vis-à-vis du type sauvage quand celles-ci
sont confrontées à une attaque par un herbivore (voir section suivante). Pour permettre aux élèves
d’émettre des hypothèses et de les tester, l’enseignant-e- ne donnera pas de précisions sur le type de
mutant.
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L’enseignant-e- devra accompagner les élèves dans leur recherche sur la communication cellulaire et
la voie d’amplification, ainsi que la voie du JA et de l’acide salicylique.
L’herbivore utilisé dans ce module est Pieris brassicae. Cet insecte appartient à la famille de
Lépidoptères et ses chenilles se nourrissent spécifiquement des feuilles de Brassicacées. Pour
obtenir les œufs, il faut contacter vanenea@bluewin.ch.
7.2 Déroulement du module
Matériel nécessaire additionnel à la section 9.5:
- 3 boîtes en plexiglas avec couvercle d’une hauteur de 30 cm et capables de contenir 8 pots.
- Semis Arabidopsis type sauvage et mutants coi1-16 et sid2-1.
- Larves de Pieris brassicae
Séance 1 : Les élèves sèmeront 32 plantes de chaque lignée mutante et du type sauvage comme
expliqué dans la section 9.5 (en laissant 4 individus par pot). L’enseignant-e- devra préalablement
préparer le mélange terre-vermiculite.
Séance 2 : Les plantes sont capables de nourrir 4 à 5 chenilles si elles ont plusieurs feuilles longues
d’environ 1 à 3 cm (après 4 semaines après la germination). À ce moment, chaque lignée (coi1-16,
sid2-1 et le type sauvage) sera mise séparément dans une boîte de plexiglas. Les élèves déposeront
les chenilles tout juste écloses à raison de 4 à 5 chenilles par pot. Les boîtes seront ensuite fermées,
ne laissant passer que de l’air pour la survie de chenilles. Les boîtes seront placées dans le phytroton
aux mêmes conditions qu’auparavant.
Séance 3 et 4: Les deux semaines suivantes, les chenilles contenues dans chaque boîte de plexiglas
seront pesées (chaque 3 jours) une à une dans une balance analytique et réintroduites dans leur boîte
de plexiglas. Pendant ces deux séances, les élèves décriront aussi l’état des plantes et prendront des
photos.
Séance 5 : Les élèves analyseront leurs résultats et feront un lien avec leur recherche bibliographique
et les lignées mutantes. Ils accepteront ou réfuteront leurs hypothèses.
C’est à l’enseignant-e- de déterminer sous quelle forme il/elle aimerait avoir un retour sur le travail fait
par les élèves. L’utilisation de graphiques et quelques outils de statistique (e.g. moyenne et ecartype
en Excel) pour la description des données sont fortement conseillés.
8. Perspectives
Une fois les élèves ont exploré un des modules, ils auront certainement des questions et des
hypothèses qui resteront sans résolution ni développement. Ces questions et hypothèses pourront
faire l’objet d’une analyse rationnelle de la part de l’élève et de l’enseignant-e-. L’enseignant-e-, avec
des questions suggestives, s’efforcera d’amener l’apprenant vers un projet sur papier qui aura comme
après, qui suit...
chemin, voie, moyen...
faire l'essai de...
Lentement on est sûr d’y arriver...
et peut-être plus vite que si on courait trop!
aller de l'avant, pénêtrer dans...
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but la mise en place d’un montage expérimental qui permettrait la résolution des ces questions encore
sans réponse. L’enseignant-e- donnera quelques semaines de réflexion, où l’élève utilisera les
nouvelles compétences acquises pour proposer un projet. Ce projet sur papier pourrait être utilisé
comme porte d’entrée vers un travail de maturité. Ce type de situation est idéal au niveau
pédagogique, vu que c’est l’élève qui est le moteur de son propre projet.
9. Les protocoles de base
Dans les modules proposés, Arabidopsis doit se développer dans des conditions de luminosité,
température et humidité convenables. Afin que l’impact de l’expérience soit discernable d’autres
facteurs, c’est impératif que les conditions abiotiques cités ci-dessus restent invariables. Donc, pour le
bon déroulement des expériences l’utilisation d’un phytotron (armoire où les paramètres
environnementaux sont contrôlés) est essentielle.
Le travail en condition d’asepsie (voir Annexe) est nécessaire pour la préparation des milieux de
germination, la stérilisation de graines et leur transfert dans leur milieu de germination.
9.1 Préparation du milieu de germination
Matériel nécessaire :
- autocuisseur 20l (hauteur : 33 cm, diamètre : 28cm ; par exemple : Lacor Lacornew
20L Inox).
- boîtes de pétri stériles
- film pour sceller les boîtes PARAFILM® (réf. P6543 Sigma)
- 2 bouteilles de 500ml stérilisables (réf. 215-1556  chez VWR)
- milieu basal Murashige and Skoog -Basal Medium – (réf. M5519 chez Sigma-
Aldrich)
- saccharose
- agar (A1296 chez Sigma-Aldrich)
- bec Bunsen
- gants stériles
1) Pour préparer un litre de milieu de germination il faut diluer : 4.4 g de « Murashige and Skoog Basal
Medium », 10 g de saccharose dans un litre d’eau.
2) Ajouter 3,75 g d’agar à chaque bouteille stérilisable de 500ml.
2) Transférer la solution dans les deux bouteilles et visser le couvercle à moitié (important ! autrement
la bouteille explosera à l’intérieur de l’autocuiseur).
3) Placer les bouteilles dans l’autocuiseur et cuire à 120°C pendant 20 minutes.
4) Une fois la pression dans l’autocuiseur est descendue, sortir les bouteilles bien chaudes et fermer
le couvercle.
5) En bougeant délicatement la bouteille, mélanger la solution.
6) Laisser refroidir jusqu’autour de 60°C.
7) Verser environ 15 ml de la solution dans les boîtes de Pétri comme suit :
a- Mettez des gants stériles
b- Ouvrez le paquet de boîtes de Pétri stériles
c- Prenez une boîte à la fois, en évitant de l’ouvrir quand vous la sortez de paquet
d- A côté d’une flamme, ouvrez la boîte le minimum possible, et versez autour de 15 ml de la solution
de culture (c’est approximatif ! vous ne devez pas mesurer). De temps en temps  (chaque 2 minutes
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par exemple) passez dans la flamme l’ouverture de la bouteille contenant le milieu pendant 1
seconde, (ceci, réduit la probabilité d’une éventuelle contamination).
e- Fermez immédiatement la boîte.
f- Laissez solidifier pendant 1h
g- Passez rapidement les bords des boîtes dans la flamme et scellez-les avec du Parafilm.
8) Stockez les boîtes contenant le milieu de culture dans un endroit frais à l’abri de la lumière (le
milieu se garde quelques mois).
9.2 Stérilisation des graines
Matériel nécessaire:
- microtubes Eppendorf
- portoirs réversibles multitubes (réf. 212-9121 chez VWR)
- pipettes Pasteur stérilisées
- Eau de Javel
- Tween 20 (réf. P1379 Sigma-Aldrich)
- Ethanol 70%
- gants stériles
- graines à stériliser
Pour éliminer une source additionnelle de contamination, mettez des gants.
1) Les graines (100 µl de volume) sont placés dans un microtube Eppendorf
2) Elles sont lavées avec 500 µl d'éthanol 70%.
3) Au bout de 5 minutes, le liquide est éliminé à l’aide d’une pipette Pasteur et le restant d'alcool est
évaporé à l'air pendant 5 à 10 minutes.
4) Les graines sont alors imbibées pendant 15 minutes dans une solution stérilisante (5% Eau de
Javel et 0.4% de Tween 20).
A partir de ce point, toutes les manipulations doivent être effectuées en milieu stérile à côté d’une
flamme.
5) La solution stérilisante est alors éliminée avec une pipette préalablement stérilisée et les graines
sont lavées 4 à 5 fois avec de l'eau stérile.
6) Laissez les graines dans 1 ml d’eau stérile et fermez les tubes.
Note : il faut ouvrir les tubes Eppendorf seulement à côté d’une flamme pour les étaler sur le milieu de
germination comme suit :
9.3 Semer des graines sur le milieu de germination
Le milieu de germination permet d’obtenir un taux de germination élevé pour les graines provenant de
plantes mutantes.
Matériel nécessaire :
- gants stériles
- boîtes de Pétri contenant le milieu de culture
- Parafilm
- pipettes Pasteur stériles
- bec bunsen
- graines à stériliser
Mettez des gants et travaillez à côté d’une flamme, loin de courants d’air. Pour diminuer les risques de
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contamination pendant l’étalement de graines, votre visage doit être éloigné de la boîte de Pétri.
Gardez votre bouche fermée et évitez d’éternuer ou tousser.
À côté d’une flamme, prendre avec une pipette Pasteur stérile les graines stérilisées et puis disposez-
les, une par une sur la surface du milieu de culture, de manière qu’ils soient équidistants de 0.5 cm (si
nécessaire, dessiner une grille sur un papier et placez-la sous la boîte de Pétri). La boîte doit être
entrouverte : vous tenez le couvercle avec une main et vous déposez les graines avec l’autre main.
Déposez autour d’une cinquantaine de graines. Enlevez avec la pipette stérile l’excès d’eau. Passez
rapidement les bords des boîtes dans la flamme et scellez les boîtes à l’aide du Parafilm.
9.4 Transfert de plantules d’ Arabidopsis thaliana en terre
Matériel nécessaire :
- autocuisseur 20l (hauteur : 33 cm, diamètre : 28cm ; par exemple : Lacor Lacornew
20L Inox).
- sacs pour autoclave 30 x 50 cm (réf. PBI-1176 Milian, Swiss)
- bacs pour semis avec couvercle transparent (réf. 4281168 et 4281184,
www.plantes.ch)
- pots en plastique coniques 9 cm de diamètre (réf. 4281002, www.plantes.ch)
- terre de bonne qualité mélangée avec 20% de vermiculite
- pince de Bruxelles
- plantules d’Arabidopsis (provenant d’une boîte de Pétri avec milieu de culture)
1) Stérilisation du mélange terre – vermiculite
2) Remplissez les pots avec un excès de terre – vermiculite
3) Arrosez abondamment les pots
4) À l’aide des pinces de Bruxelles, prenez les plantules délicatement depuis le milieu de culture et
transférez-les à la terre (4 plantules par pot).
5) Mettez les pots dans les bacs pour semis et couvrez-les avec le couvercle transparent.
6) Transférez les bacs au phytothron :
- à un éclairement (70 wm-2) de 14h par jour (10h de nuit)
- une température de 20°C pendant le jour et 15°C pendant la nuit
- une humidité relative de 60%.
7) Une fois la plante en pleine période de floraison, les tiges de chaque plante doivent être
ressemblées et attachées à une baguette – tuteur, afin d’éviter que les tiges des autres plantes se
mêlent les unes aux autres.
8) Quand la plante aura déjà la plupart des siliques, à un stade avancé dans le développement des
graines, il faut arrêter de l’arroser. Une fois que la plante et sèche (après quelques jours), les graines
seront récoltées sur une feuille de papier blanche, en défaisant les siliques avec les mains. Les
graines seront stockées dans des microtubes Eppendorf et gardées à 4°C à l’obscurité.
9.5 Semer Arabidopsis thaliana en terre
Matériel nécessaire :
- autocuisseur 20l (hauteur : 33 cm, diamètre : 28cm ; par exemple : Lacor Lacornew
20L Inox).
- sacs pour autoclave 30 x 50 cm (réf. PBI-1176 Milian, Swiss)
- bacs pour semis avec couvercle transparent (réf. 4281168 et 4281184,
www.plantes.ch)
- pots en plastique coniques 9 cm de diamètre (réf. 4281002, www.plantes.ch)
- terre de bonne qualité mélangée avec 20% de vermiculite
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- graines d’Arabidopsis
1) Stérilisation du mélange terre – vermiculite :
Dans l’autocuiseur rajoutez 200 ml d’eau et ensuite disposez un sac pour autoclave. Remplissez-le
avec le mélange terre-vermiculite. Stérilisez le mélange pendant 20 minutes à 120°C.
2) Remplissez les pots avec un excès de terre – vermiculite
3) Arrosez les pots. Parsemez la surface humide de chaque pot avec une vingtaine de graines
d’Arabidopsis. Mettez les pots dans les bacs pour semis (couvrez-les avec le couvercle transparent).
4) Les bacs sont conservés dans le phytothron pendant 48 h à 4°C dans l’obscurité.
5) Enlevez les couvercles transparents.
6) Modifiez les conditions du phytothron :
- à un éclairement (70 wm-2) de 14h par jour (10h de nuit)
- une température de 20°C pendant le jour et 15°C pendant la nuit
- une humidité relative de 60%.
7) Une fois les 4 premières feuilles sont sorties, choisissez 4 belles plantes de chaque pot et enlevez
les autres, de sorte à garder une équidistance entre elles.
8) Une fois la plante en pleine période de floraison, les tiges de chaque plante doivent être
ressemblées et attachées à une baguette – tuteur, afin d’éviter que les tiges des autres plantes se
mêlent les unes aux autres.
9) Quand la plante aura déjà la plupart des siliques, à un stade avancé dans le développement des
graines, il faut arrêter de l’arroser. Une fois que la plante et sèche (après quelques jours), les graines
seront récoltées sur une feuille de papier blanche, en défaisant les siliques avec les mains. Les
graines seront stockées dans des microtubes Eppendorf et gardées à 4°C à l’obscurité.
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Documents cités en annexe :
Règles générales de travail en asepsie
- Les paillasses sont nettoyées avec un chiffon imbibé d'eau de Javel préalablement à l'installation
du poste de travail. L'eau de Javel est préparée extemporanément à partir d'un berlingot du
commerce à raison de 250 mL d'eau de Javel  du commerce dans 750 mL d'eau.
- Les postes de travail sont organisés autour d'un bec Bunsen ou d'une lampe à alcool (technique
mise au point par L. Pasteur). La flamme doit rester allumée en permanence : de cette façon, les
microorganismes de l'atmosphère sont entraînés vers le haut par le courant d'air chaud et ne
risquent pas de se déposer sur le matériel utilisé. La flamme est également utilisée pour stériliser
les instruments.
- Tout le matériel est disposé autour de la flamme dans un cercle d'une vingtaine de cm de rayon.
- Avant toute manipulation, il est conseillé de se laver soigneusement les mains en utilisant une
brosse à ongles puis de les passer à l'alcool à 70° et de les laisser sécher. Au cours des
manipulations, il faut éviter de parler et de faire des mouvements brusques provoquant des
courants d'air pour ne pas projeter de microorganismes.
Stérilisation des milieux et du matériel
Typiquement, la verrerie, les milieux et les divers matériels utilisés doivent être stérilisés à l'autoclave
à 120°C pendant 20 minutes mais des solutions existent au cas où manquerait cet appareil dans le
laboratoire.
- Autocuiseur ("Cocotte-minute")
1. Mettre de l'eau au fond de l’autocuiseur sur 1 à 2 cm de hauteur. Disposer le matériel à stériliser
dans le panier pour cuisson à la vapeur. Envelopper le petit matériel (tubes, pipettes, boîtes de
Pétri) dans du papier d'aluminium.
2. Les flacons ne doivent pas être hermétiquement bouchés : poser simplement le bouchon sans le
visser pour ceux munis d’un pas de vis. Pour les autres, faire un capuchon en papier d'aluminium.
3. Fermer la cocotte, chauffer jusqu’à mise en rotation de la soupape et compter vingt minutes après
la mise en rotation de la soupape.
4. Le matériel stérilisé peut être stocké dans un placard et les milieux peuvent être stérilisés à
l'avance et conservés hermétiquement fermés au réfrigérateur.
5. Au moment de leur utilisation, les milieux solides sont refondus au four à microondes en
surveillant pour éviter les projections.
6. Si un milieu solide conservé au réfrigérateur a besoin d'être supplémenté, l'addition des
suppléments doit être faite après la refonte. Il en est de même pour l'addition d'antibiotiques.
7. Tous les milieux peuvent être stérilisés par la chaleur humide (autoclave ou autocuiseur) mais
lorsque le milieu doit être supplémenté en diverses substances (vitamines, acides aminés,
antibiotiques), il est plus simple de stériliser les petits volumes de suppléments par passage à
travers un filtre millipore (pores de 0,22 µm). Le filtrat peut être conservé dans un tube stérile au
réfrigérateur.
- Four à micro-ondes
1. En plus de son utilisation pour refondre les milieux solides conservés au froid, le four à
microondes peut également être utilisé pour la stérilisation de la verrerie et des milieux.
2. La verrerie doit être placée pendant une quinzaine de minutes au four à microondes réglé à la
puissance maximale. Les milieux sont aussi passés à la puissance maximale pendant une
quinzaine de minutes. Pour cela, les flacons doivent être d'un volume très supérieur à celui des
milieux à stériliser et ne doivent pas être bouchés. Préparer des bouchons de coton cardé et les
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placer au four en même temps que les flacons.
3. Une surveillance doit être exercée pendant tout le processus de façon à ne pas laisser se projeter
le milieu en raison d'une ébullition trop violente : dès que le liquide commence à bouillonner,
baisser la puissance pour éviter les projections. Placer les bouchons de coton sur les flacons dès
l'ouverture du four.
4. Ne pas oublier que les métaux ne doivent pas être mis dans un four à micro-ondes. En
conséquence, il ne faut pas utiliser de papier d'aluminium.
